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序  章  
 
畜産の生産性に関わる要因は、家畜の生来もっている遺伝的能力と、その他
の環境要因に大別される。家畜育種学は、その遺伝的能力の改良に関する問題
を扱う応用科学である。本学の家畜育種学講座の系譜は、駒場農学校、さらに
その前身である内藤新宿の農事修学場まで遡ることができる。その伝統は、現
在の獣医繁殖育種学研究室や附属牧場に引き継がれ、1870 年から今日まで、
約 150 年の長きにわたり、家畜の遺伝的改良、日本の畜産学および畜産業の発
展に大きく寄与してきた。 
この間、個体の選抜育種により、乳牛の生産性は著しく向上した。1960 年
代、凍結精液利用技術の進展により、種雄牛の精液の広域利用が可能となり、
種雄牛の選抜が牛群全体に大きな影響を与えるようになった。そのため、種雄
牛の遺伝的能力を、娘牛群の産乳成績から推定する「後代検定」が開始され、
優秀な検定済種雄牛が選抜されるようになった。このような統計遺伝学を応用
した家畜育種学的手法により乳牛の泌乳能力は飛躍的に向上した。しかし、疾
病抵抗性や繁殖性については遺伝的改良が難しく、依然として酪農家の生産性
を大きく損なっている。その重要な問題の一つが、近年、発生が増加している
牛白血病である。 
牛白血病は全身性の悪性リンパ腫を主徴とする疾病で、日本では 1998 年
に、家畜伝染病予防法における監視伝染病に指定された（図 序-1）。牛白血
病は、ウイルス性の地方病性牛白血病（EBL）と、非ウイルス性の散発性白血
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病（SBL）に大別されるが、現在、問題となっているのは、牛白血病ウイルス
（BLV）に起因する EBL である。 
牛白血病に関する報告は古く、19世紀末のヨーロッパまで遡ることができる。
1871年にLeisering により末梢血の白血化を呈した牛の脾臓に特徴的な黄色結節
を認めたとされるものが、最初の報告とされている（Leisering, 1871: cited by 
Rodriguez et al., 2011）。同様の症例が、特定の地域に偏在して認められたことか
ら、Enzootic bovine leukosis（地方病性牛白血病）と名付けられた。その後、ヨー
ロッパ産の牛の移動とともに、EBL は世界中に広がり、日本でも 1927 年に岩手
県で輸入ホルスタイン種雄牛における症例（窪田, 1927）が報告されている。 
 多くの疫学情報から、EBL は何らかの病原体に起因する感染症であると疑わ
れていたが、その病因が特定されたのは比較的新しい。最終的には、腫瘍病変か
ら分離されたウイルス様粒子が本病の病原体であることが特定され、牛白血病ウ
イルス（BLV）と命名された（Miller et al., 1969）。BLV は、レトロウイルス科
オルソレトロウイルス亜科デルタウイルス属に属するoncogenic B-lymphocytotropic 
retrovirus で、成人 T 細胞白血病（Adult T-cell leukemia; ATL）の病因であるヒト
T 細胞白血病ウイルス１型（Human T-cell leukemia virus type 1; HTLV1）と近縁と
されている。BLV は、一本鎖の RNA ウイルスで、プロウイルスゲノムに約 8,700
の塩基を持ち（Sagata et al., 1985）、ウイルス粒子の直径は 100～120 nm でレト
ロウイルス特有のエンベロープを有し、正二十面体構造をもつ（Gillet et al., 2007、 
図 序-2)。BLV 粒子中には RNA が二量体として存在し、主要な構造タンパク質
としてカプシドを構成する CA タンパク質（calcium-binding proteins; CBP, p24）、
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ヌクレオカプシドを構成する NC（nucleocapsid; p12）があり、このうち、p24 は、
感染牛に対して強い免疫原性を示す。 
BLV の自然宿主は、ウシ、水牛に限られる。BLV の感染は、世界的に広がっ
ており、日本や北米では、約 80％の酪農場に浸潤しているといわれている 
（Murakami et al., 2013; NAHMS, 2008）。一度、BLV に感染すると、ウイルスは
宿主の体内から生涯排除されることなく持続感染するが、感染した牛の多くでは、
プロウイルス量は低く保たれ、臨床症状を示さない無症状キャリアとなる （Gillet 
et al., 2007）。感染牛のうち、ごく一部が長い潜伏期間ののち、EBL を発症する。
EBL の発症には、宿主側の遺伝的要因が関与しているとされ（Aida et al., 2013）、
その一つとして、細胞膜表面の主要組織適合性複合体（MHC）上に特定のアレ
ルを保有する牛は、発症抵抗性あるいは感受性を示すと報告されている（Lewin 
et al.,1988; Nagaoka et al., 1999; Takeshima & Aida, 2006）。 
EBL の発症は主に４歳以上の成牛でみられ、眼球突出、削痩、体表リンパ節の
腫大等の症状を呈し、死に至ると報告されている（Rodriguez et al., 2011）。ただ
し、病態は個体によって大きく異なり、臨床症状を示さず、と畜後の検査ではじ
めて発見される場合も多いとも報告されている（小西, 2015）。と畜検査で摘発
された場合は、と体は全部廃棄処分とされ、農家に直接的な経済的損害を与えて
いる。さらに、病態の進行に伴い、乳量の減少、繁殖成績の低下（Erskine et al., 
2012; Nekouei et al., 2016）を招くとされ、免疫機能が低下して他の疾病の誘因と
なる（Kabeya et al., 2001）と考えられているため、潜在的な生産性阻害要因とし
ても問題となっている。 
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このように EBL は、経済的に重要な家畜伝染病として位置付けられており、
OIE-Listed diseases（OIE, 2006）や、日本の家畜伝染病予防法の監視伝染病に指
定され、感染症としての対策が講じられている。すなわち、感染牛の全淘汰によ
る清浄化、摘発淘汰、隔離、衛生管理による伝播リスクの軽減と感染拡大の防止
である。実際、デンマークをはじめ EU 諸国では、国家的プロジェクトとして感
染牛の定期的かつ綿密な検査が実施され、感染農場の飼養牛の全淘汰により清浄
化を達成している（EFSA, 2015）。OIE による世界の EBL 発生状況（図 序-3）
では、2018 年 6 月現在、西欧、北欧、アフリカ、インドなどでは清浄化され、
オーストラリア、ニュージーランドは限局的発生とされている。 
一方、北米、南米、ロシア、日本を含む東アジアなどでは EBL の発生が報告
されている。「EBL（地方病性牛白血病)の現状と対策」（図 序-4、農林水産省, 
2017）によると、BLV 抗体陽性率は、乳用牛 40.9％、肉用牛 28.7％と、感染は
全国に広がり、牛白血病の届出件数は、監視伝染病に指定された平成 10 年（1998
年）には年間 99 頭であったが、平成 28 年（2016 年）には 3,125 頭と著しく増
加している。現在、本病に対する有効なワクチン、治療法はなく、農林水産省は、
BLV の感染拡大防止対策として、「牛白血病に関する衛生対策ガイドライン」（農
林水産省, 2015）を示し、関係者一体となって取り組んでいるが、牛白血病発生
の増加には歯止めがかかっていない。 
 さて、私は、1980 年から 35 年間にわたり、神奈川県職員として、畜産に関
する試験研究や、家畜衛生業務に従事してきた。その間、県内酪農家の牛群検
定成績（稲垣靖子ら, 1981）や、フィールドにおける家畜衛生に関する検査成
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績をとりまとめ、日本の畜産学や畜産業の発展に役立てようと努めてきた（稲
垣靖子, 2007）。牛白血病についても、定期的に管内の BLV 浸潤状況を調査
し、その結果に基づいて地域の酪農家とともに、BLV 感染の拡大を防止するた
めさまざまな衛生対策を講じてきた（高山ら, 2010; 細字ら, 2013）。しかし、
日常の衛生管理によって BLV 感染の拡大を防ぐことは容易ではなく、特に、
感染牛の摘発淘汰は畜産農家への経済的負担が極めて大きいため、対応に苦慮
してきた。また、実態として、EBL 発症牛のうち、生前、臨床症状を呈する例
はきわめて稀で、大多数がと畜後の検査で発見されることから、農場段階にお
ける BLV 感染情報と、と畜検査における EBL 発症情報を関連づけ、感染から
発症まで一貫した疫学調査が必要と考えた。 
ところで、日本では、2004 年からは、BSE を契機として、EU をモデルとした
「牛トレーサビリティ制度」が施行された（図 序-5）。本制度の導入に伴い、
国内すべての牛に 10 桁の牛個体識別番号（ID）が付与され、出生からと畜まで
の異動歴がデータベース化された。現在では約 2,000 万頭分の情報が（独）家畜
改良センターの「牛の個体識別情報検索サービス」により、Web で公開されてい
る（家畜改良センター, 2017）。牛のトレーサビリティ制度は、「食の安全・安
心」を確保するために制度化されたもので、EU やアメリカでは、その適用範囲
は食肉生産に限定され、種畜改良のための血統登録制度とは一線を画している。
これに対して、日本では、家畜改良センターが牛個体識別情報の管理運営を担っ
ており、食肉生産だけでなく、国内の牛の個体に関するすべての情報、すなわち、
行政機関の行う各種調査、家畜共済事業、家畜衛生検査やと畜検査における牛の
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個体情報が、すべてこの ID で一元管理されており、家畜改良に関わるホルスタ
イン種乳牛の血統登録番号も、この ID に統合されている（元村聡, 2013）。これ
は、日本のトレーサビリティ制度の大きな特徴であり、この制度を利用すれば、
各個体の ID を追跡することによって、農場段階における BLV 感染状況と、廃
用後のと畜検査における EBL 発症の有無を関連づけることができ、出生からと
畜まで一貫した牛白血病に関する疫学調査が可能となる。そこで、ID を利用し
て、牛白血病に関する疫学調査を行い、さらに、その結果をホルスタイン血統情
報と関連づけて、統計遺伝学解析を行うことにより、「家畜育種学的手法を応用
した、牛白血病の発症制御に関する遺伝的改良が可能である」と仮説を立てた。 
現在、日本では年間 3,000 件を超える牛白血病が発生し、畜産業界に多大な
損害を与えている。神奈川県においても、全国と同様、牛白血病の発生が年々
増加している。そこで、今回、神奈川県をモデルとし、ID を活用することによ
って、神奈川県内の酪農場で飼養されているホルスタイン種乳牛の出生からと
畜まで追跡し、農場段階における BLV 感染情報、と畜段階における EBL 発症
情報、さらにホルスタイン血統情報を関連づけ、新たな牛白血病対策として、
家畜育種学的手法の応用による「牛白血病の発症制御に関する遺伝的改良」の
可能性を検証した。 
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  A EBL 発症牛（臨床症状）      B EBL 発症牛（腫瘍病変） 
 
 
図 序-1 牛白血病とは 
 牛白血病は悪性リンパ腫を主徴とする疾病で、地方病性牛白血病（EBL）と散
発性白血病に大別され、家畜伝染病予防法で監視伝染病に指定されている。 
  EBL は牛白血病ウイルス（BLV）に起因する感染症であり、 主に成牛が発症
し、眼球突出、体表リンパ節の腫大等を示す（A）。一方、臨床症状を示さずと
畜後の検査で、内臓やリンパ節に特徴的な腫瘍病変が検出される場合も多い（B）。 
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Gillet et al.（2007）より引用 
 
図 序-2  Bovine leukemia virus の粒子構造（模式図） 
 BLV 粒子の直径は 100～120 nm で、レトロウイルスに特有のエンベロープを
有し、正二十面体構造をもつ。粒子中には RNA が二量体として存在し、主要な
構造タンパク質として calcium-binding proteins（p24）、nucleocapsid（p12）が存
在する。カプシド内には、 逆転写やインテグレーションに関与する酵素タンパ
ク質 (RT and IN) をコードする遺伝子を有する。カプシドとエンベロープの間に
は、matrix protein MA (p15) があり、エンベロープ内には、 a complex of viral proteins 
(gp51 SU and gp30 TM) が含まれている。  
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World Animal Health Information Database (WAHIS Interface) より引用 
 
図 序-3 世界の EBL 発生状況 
 World Organization for Animal Health（OIE）は、EBL を社会的・経済的及び公
衆衛生上重要で、家畜・畜産物の国際防疫にとって重要な疾病として指定し、そ
の発生状況を公開している。2018 年 6 月現在、西欧、北欧、アフリカ、インド
などは清浄国とされ（■）、オーストラリア、ニュージーランドは限局的発生（■）
である。一方、東欧では BLV 感染が（■)、北米、南米、ロシア、日本を含む東
アジアなどでは EBL の発生が報告されている（■）。 
  
  
- 11 - 
 
農林水産省（2017）より引用改変 
 
 
図 序-4 日本の牛白血病の現状と対策 
 BLV 抗体陽性率は、2009～2011 年の全国調査で乳用牛 40.9％、肉用牛 28.7％
であった。牛白血病の届出頭数は、監視伝染病に指定された平成 10 年（1998）
は 99 頭だったが、年々増加し平成 28 年（2016）には 3,125 頭となった。 
 農林水産省は「牛白血病に関する衛生対策ガイドライン」（2015）を示し、適
正な衛生管理により感染リスクを低減するとして、関係者一体となって BLV 感
染拡大の防止対策に取り組んでいる。 
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http://www.meat-c.co.jp/safety/traceability/より引用 
 
 
図 序-5  日本の牛トレーサビリティ制度について 
日本では、 2004 年から BSE を契機として食の安全・安心を確保するため、  
EU をモデルに「牛トレｰサビリティ制度」が施行された。本制度導入に伴い、
国内すべての牛に 10 桁の牛個体識別番号（ID）が付与され、出生からと畜まで
の異動歴がデータベース化されて（独）家畜改良センターの「牛の個体識別情報
検索サービス」で公開されている。 
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第一章 牛個体識別番号を利用した牛白血病発症に関する疫学的解析 
 
   牛白血病は、家畜伝染病予防法の監視伝染病に指定されており、これまでBLV
感染については全国的な浸潤状況調査（Murakami et al., 2013）や、感染リスクに
関する詳細な疫学的調査が実施され（Kobayashi et al., 2014）、現在、関係者一体
となって「牛白血病に関する衛生対策ガイドライン」（農林水産省, 2015）に基
づく感染拡大防止対策が講じられている。しかし、EBL 発症に関しては、病態が
多様で、臨床症状を示さず、と畜後の検査で発見されることも多い（小西, 2015）
ことから、野外における感染から発症にいたる牛白血病の実態については不明な
点が多かった（図 1-1）。 
 一方、日本では 2004 年にトレーサビリティ制度が施行され、すべての牛に個
体識別番号（ID）が付与されたことから、出生からと畜までの異動歴が追跡可能
となった。さらに、日本のトレーサビリティ制度の特徴として、家畜検査やと畜
検査、ホルスタインの血統情報など、すべての牛の個体情報が ID に統合され、
一元的に管理されている。そこで、神奈川県において、この ID を利用して、牛
白血病に関する牛個体情報を統合し、野外における感染から発症に至る牛白血病
の実態を明らかにするため、疫学的解析を行った（図 1-2）。 
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材料および方法 
 
1 牛白血病関連情報の収集 
（１）牛白血病の発生状況 
 全国および神奈川県の牛白血病発生状況は、農林水産省のホームページ（農林
水産省, 2017）から情報を入手した。「監視伝染病の発生状況」の「監視伝染病
発生年報」および「監視伝染病発生状況の累年比較」における家畜伝染病予防法
に基づく「牛白血病の届出件数」を、それぞれの発生件数とした。 
 神奈川県食肉衛生検査所における牛白血病検出状況については、「平成 16 年
度～平成 28 年度 神奈川県食肉衛生検査所事業概要」（神奈川県食肉衛生検査
所, 2004 - 2017）の「精密検査事業  精密検査業務 病理学的検査業務 牛の腫瘍
検出状況」における「牛白血病」と検出件数を年次別に集計した。 
（２）EBL 発症牛の特定 
 2005 年 4 月から 2015 年 3 月までに、神奈川県食肉衛生検査所が検出した牛白
血病牛 294 頭について、各牛の ID や精密検査成績など、牛白血病に関連する牛
個体情報について提供を受けた。その後、2017 年 3 月まで牛白血病牛が検出さ
れた場合は、随時、牛個体情報の提供を受けた。なお、本研究において入手した
牛の個体情報は、それぞれの機関の情報提供制度に基づき提供をうけたもので、
飼養者名等の個人情報は含んでいない。牛白血病牛の精密検査成績をもとにEBL
発症牛を特定した。ここでは、剖検所見で複数の臓器あるいはリンパ節に腫瘍を
認め、ウイルス学的検査で BLV 抗体検査陽性、病理組織学的検査で病変部に特
  
- 16 - 
 
徴的なリンパ球様腫瘍細胞の増殖を認め、牛白血病と診断されたものを EBL と
分類した。BLV 抗体検査は「牛白血病抗体アッセイキット」（受身赤血球凝集
反応、日生研株式会社、東京）を用い、凝集価 16 倍以上を陽性とした。病理組
織学的検査は、凍結切片および 10％中性緩衝ホルマリン固定パラフィン切片を
作成した後、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行い、原則として、腫瘍
病変部に複数の核小体を持ち、核形が不整の中型から大型の特徴的なリンパ球様
細胞のびまん性増殖が認められたものを EBL と分類した。なお、必要に応じて
免疫染色を実施し、T 細胞由来腫瘍細胞が増殖していたものは胸腺型として SBL
に分類した。 
（３）BLV 感染牛の特定 
 2005 年 4 月から 2015 年 12 月に神奈川県湘南家畜保健衛生所で BLV 抗体検査
を実施した延 140 戸、延 4,114 頭について、各牛の ID、農家コード、BLV 抗体
検査成績など、牛白血病に関する牛個体情報の提供をうけた。検査対象牛は、高
山ら（2010）の方法により、湘南地域の酪農場で飼育されていた 6 ヵ月以上の健
康な乳用牛および乳用育成牛から無作為に抽出した。BLV 抗体検査は、2014 年
度までは「牛白血病抗体アッセイキット」（受身赤血球凝集反応、日生研株式会
社、東京）により実施し、凝集価 16 倍以上を陽性とした。2015 年度以降は「牛
白血病エライザキット」（JNC 株式会社、東京）を用い、S/P 値（指示陽性血清
の吸光度に対する被検血清の吸光度の比）0.3 以上を陽性とし、BLV 抗体陽性牛
を BLV 感染牛とした。 
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（４）血液中 BLV-プロウイルス量の測定  
血液中 BLV プロウイルス量については、東京農業大学家畜衛生学研究室 小
林朋子博士より情報提供を受けた。血液中の BLV プロウイルス量の測定は、湘
南家畜保健衛生所が BLV 抗体検査を実施した牛のうち、2015 年に検査した A 市
27 戸 866 頭中 BLV 抗体陽性の 405 頭について実施した。 
BLV プロウイルス量測定用血液は、牛尾根部から EDTA 加真空採血管で採取
し、末梢血単核細胞（Peripheral Blood Mononuclear Cells; PBMC）中の Genomic 
DNAを、DNA抽出用キット（DNeasy Blood & Tissue Kit: Quiagen, Hiden, Germany）
を用いて抽出した。BLV プロウイルス量は、CoCoMo-BLV Preimer/Probe （RIKEN 
GENESIS Co., Ltd., Kanagawa, Japan）を使用して、Jimba ら（2010）の方法に準じ
て、TaqMan Gene Expression Master Mix（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を用
い、定量 PCR 法により測定した（Jimba et al., 2010; Takeshima et al., 2015）。血
液中 BLV プロウイルス量は、PBMC10 万細胞中の BLV コピー数として表した。 
（５） MHC 上の特定アレルの型別 
MHC 上の特定アレル（BoLA-DRB3 Allele）の型別については、東京農業大学
家畜衛生学研究室 小林朋子博士より情報提供をうけた。特定アレルの型別は、
血液中 BLV プロウイルス量を測定した感染牛の血液サンプルのうち 78 頭につ
いて、Takeshima & Aida の方法（2006）に準じて実施した。 
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２ 牛個体識別番号を利用した牛白血病関連情報の統合 
（１）供試牛と牛個体識別番号の特定 
 以上の牛白血病に関する牛個体情報を、ID を利用して統合し、疫学的解析を
行った。本研究においては、血統情報および飼養履歴が明らかな血統登録済みの
ホルスタイン種乳牛の ID を利用した。ホルスタイン血統登録牛の血縁情報と ID
は（一社）日本ホルスタイン登録協会から提供を受けた。2004～2016 年度内に、
最終所有者が神奈川県内酪農家であった牛を本牛として、3 代遡った血縁データ
を入手し、（独）家畜改良センターの「牛個体識別情報サービス」を利用して異
動歴を検索し、2006 年 4 月～2015 年 3 月に神奈川県内の酪農場 235 戸で飼養履
歴のあったホルスタイン種乳牛 10,138 頭を特定し、K-Hol とした。 
（２）K-Hol における EBL 発症牛と非発症牛の特定 
 K-Hol の異動歴を検索し、2006 年 4 月～2015 年 12 月に地域の食肉センターで
と畜され、神奈川県食肉衛生検査所のと畜検査をうけた牛 6,763 頭を特定し、「と
畜検査成績」および「牛白血病牛の精密検査成績」と照合して、EBL 発症牛と非
発症牛に分類した。なお、家畜伝染病予防法に基づく「牛白血病の届出情報」と
照合した結果、K-Hol のうち牛白血病の病畜として届出のあった牛はすべて、神
奈川県食肉衛生検査所のと畜検査で検出された牛であった。 
 全国のホルスタイン種雌牛のと畜情報については、（独）家畜改良センタ 「ー牛
個体識別全国データベース」「全国及び都道府県別の牛の種別・性別のと畜頭数」
のデータを利用し、全国で 2006～2015 年にと畜されたホルスタイン種雌牛
1,921,058 頭の平均年齢を計算した。 
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（３） K-Hol における BLV 感染牛と非感染牛の特定 
K-Hol の ID を利用して、異動歴と BLV 抗体検査成績と照合し、検査時年齢と
BLV 抗体の有無を特定した。K-Hol のうち 98 戸 1,940 頭が BLV 抗体検査をうけ
ており、抗体陽性の牛を BLV 感染牛、抗体陰性の牛を非感染牛とした。なお、
複数回検査していた牛については、最終回の検査をその牛の検査成績とした。 
（４） 感染牛の血液中 BLV プロウイルス量と MHC 上の特定アレルの型別 
 K-Hol のうち、2015 年に BLV 抗体検査を実施し、抗体陽性であった 196 頭に
ついて、血液中 BLV プロウイルスを測定した。このうち 63 頭について MHC 上
の特定アレルの型別を行った。 
 
３ 統計解析 
データの集計については、表計算ソフト「Microsoft Excel」（Microsoft Corporation, 
USA）を用いた。統計解析は、IBM SPSS 統計解析ソフト Ver.23（IBM Corporation, 
USA）を用いた。全国と神奈川県の関連性については、ピアソン積率相関係数に
より検定した。発症や感染の有無による平均廃用年齢の差の検定にはStudent-t検
定を用い、農場間移動や農場内の発症牛の有無による BLV 感染率の差について
は、χ二乗検定で解析した。  
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結 果 
 
１ 神奈川県における牛白血病発生状況 
（１）牛白血病届出件数の推移 
神奈川県での牛白血病届出件数は、全国と同様年々増加し（農林水産省, 2017）、
両者は極めて高い相関を示した（ｒ＝0.96、P < 0.01、図 1-3）。このうち、神奈
川県食肉衛生検査所のと畜検査で検出されたもの（神奈川県食肉衛生検査所, 
2006-2017）が 85％を占め、農場段階で臨床症状を示し、牛白血病と診断された
事例は少なかった。 
（２）と畜検査における牛白血病検出状況 
神奈川県食肉衛生検査所では、2006～2015 年度の 10 年間に、67,182 頭のと畜
検査を実施し、牛白血病の検出頭数は 294 頭で、牛の全部廃棄理由のトップであ
った。 牛白血病牛 294 頭の精密検査成績から、EBL が 289 頭（98.3％）、SBL 
が 5 頭（1.7％）と分類された（表 1-1）。品種別では、乳用牛 28,502 頭中 EBL
が 256 頭、SBL が 3 頭で、すべてホルスタイン種であり、肉用牛 38,497 頭中、
EBL は 33 頭、SBL が 2 頭で、EBL はすべて黒毛和種であった。なお、子牛は
183 頭、と畜されていたが、発症牛はゼロであった。 
 EBL 発症牛の腫瘍病変は、心臓、内臓リンパ節、第四胃等に高率に認められ
た。EBL 発症牛の受身赤血球凝集反応による BLV 抗体価は平均 256 倍と高かっ
たが、検査時年齢、腫瘍病変の数や重篤度と、BLV 抗体価との関連性は認めら
れなかった。 
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２ 牛個体識別番号を利用した牛白血病に関する疫学的解析結果 
（１）K-Hol における EBL 発症率と廃用年齢との関連性 
K-Hol 10,138 頭の異動歴を検索した結果、2006 年 4 月～2015 年 12 月に 6,763
頭が地域の食肉センターに出荷され、神奈川県食肉衛生検査所のと畜検査をうけ
ていた。他は生存中か、他の食肉センターへ出荷、あるいは農場内で死亡してい
た。このうち 70 頭が牛白血病と診断され、その精密検査成績からすべて EBL と
分類された。残りの 6,693 頭に牛白血病を疑う所見は認められなかった。なお、
K-Hol のうち牛白血病として届出があった牛は、すべて神奈川県食肉衛生検査所
の検査で検出されたもので、農場段階で牛白血病と診断された牛はいなかった。
このことから、K-Hol における EBL 発症率は 1.0％と算定され、99％のホルスタ
イン種乳牛は、廃用段階において EBL を発症していなかった。 
廃用年齢と EBL 発症との関連性では、EBL 発症牛の平均廃用年齢 6.1± 1.8
（mean ± SD）歳、非発症牛 5.7 ± 2.5 歳で、両者に有意の差はなく、全国のホル
スタイン種雌牛 1,921,058 頭の平均と畜年齢 5.9 ± 2.5 歳とも差は認められなか
った（図 1-4）。また、廃用年齢別 EBL 発症率はほぼ一定で、年齢による有意差
はなかった。 
（２）K-Hol における BLV 感染率と年齢との関連性 
 K-Hol の BLV 感染率は 39.9％、農場陽性率は 86.7％であった。検査時年齢別
BLV 感染率（図 1-5）は、3 歳未満の育成牛と 3 歳以上の成牛間に差（P < 0.01）
があったが、育成牛間、あるいは成牛間で年齢による差はなく、6 歳以上でも 40
％が BLV 抗体陰性であった。また、BLV 感染と廃用年齢との関連性では、BLV
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感染牛の平均廃用年齢 6.2± 1.9 歳、非感染牛 5.9 ± 1.8 歳で、両者に差はなか
った。 
（３） 感染牛の血液中 BLV プロウイルス量と年齢との関連性 
感染牛における血液中の BLV プロウイルス量と年齢との関連性は認められな
かった（図 1-6 A）。感染牛の血液中 BLV プロウイルス量は、PBMC 10 万細胞
中 0 ～ 374,025 コピーに分布し、Median は 50,400 コピーで、累積度数分布曲
線は 10 万コピー付近でプラトーを示した。閾値は変曲点から 126,000 コピーと
推定され、検査牛の 94％は閾値以下であった（図 1-6 B）。 
その後、検査した牛のうち 65 頭が廃用され、3 頭がと畜検査で EBL と診断さ
れた。EBL 発症牛の血液中 BLV プロウイルス量は、Median 88,909 コピーと比較
的高かったが、同程度の多くの牛が非発症であり、血液中 BLV プロウイルス量
と EBL 発症との関連性は認められなかった。 
また、MHC 上の特定アレルの型別の結果、EBL 発症抵抗性とされる特定アレ
ル（0902；14011）保有牛の血液中プロウイルス量は他の型より低い傾向を示し
たが、これらの型の特定アレルの保有率は 11.1％と低かった（表 1-2）。 
（４） 飼養履歴と EBL 発症率、BLV 感染率との関連性 
 BLV 抗体検査結果と飼養履歴を関連づけた結果、清浄農場の飼養牛（未感染
牛）が 21％、感染農場で飼養されていた牛のうち、BLV 抗体陰性牛（非感染牛）
が 39％。BLV 抗体陽性牛（感染牛）が 40％で、うち血液中プロウイルス量の低
い牛（LPV）が 20％、比較的高い牛（HPV）が 20％であった（図 1-7）。また、
BLV 抗体検査結果と異動歴を関連づけた結果、他農場からの導入や、育成牛預
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託など複数の農場間を移動した牛（移動あり）の方が、出生からと畜まで同一農
場で飼養されていた牛（移動なし）より、BLV 感染率が高かった（表 1-3、P < 
0.01）。さらに、飼養農場における発症牛の有無と、BLV 感染率の関連性を調べ
たところ、過去 10 年間に発症牛が検出された農場（発症牛あり）で飼養されて
いた牛の方が、BLV 感染牛のみで発症牛のいなかった農場（発症牛なし）で飼
養されていた牛より、BLV 感染率が高かった（表 1-4、P < 0.01）。 
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考  察 
 
今回、ホルスタイン種乳牛約 1 万頭を 10 年間、ID を利用して追跡調査した結
果、EBL 発症牛はすべてと畜後の検査で発見されたものであり、その発症率は
1%と低かった。さらに、農場段階における疫学調査の結果、成牛では BLV 感染
率、血液中 BLV プロウイルス量、EBL 発症率に加齢による差は認められず、感
染農場において長期間 BLV に曝露されていても感染しない非感染牛が存在して
いることが明らかとなった。この成績は、神奈川県という一地域のものであるが、
牛白血病発生の年次推移（農林水産省, 2017）、農場および個体の BLV 抗体陽性
率（Murakami et al., 2013）、ホルスタイン種乳牛の廃用年齢（家畜改良センター, 
2017）は、いずれも全国における報告と相同性が高く（P < 0.01）、国内だけで
なく、アメリカ（NAHMS, 2008; White & Moore, 2009）や、カナダ（Nekouei et al., 
2016）の BLV 感染率や EBL 発症率に関する調査報告とも同様であった。以上か
ら、今回の疫学調査が日本のみならず、北米のホルスタイン種乳牛の実態を反映
し、十分な信頼性をもっていることが示唆された。 
これまで、フィールドにおける EBL 発症の実態は不明な点が多く、BLV 感染
牛のうち、どのくらいがEBLを発症するのかについても、0.1～10％（OIE, 2012）、
1％以下（Motton & Beuhring, 2003）、5 ~ 10 %（Rhodes et al., 2003）と報告によ
って異なり、約 100 倍の開きがあった。今回、10 年間にわたり 1 万頭のホルス
タイン種乳牛を出生からと畜まで追跡することにより、はじめて EBL 発症率が
1％と極めて低く、99％の牛が生涯 EBL を発症しないことが明らかとなった。
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EBL の発症は主に 4 歳以上の成牛でみられ、眼球突出、削痩、体表リンパ節の
腫大等の症状を呈し、死に至るといわれていたが（Rodriguez et al., 2011）、その
病態は多様で個体によっては臨床症状を示さない例もあり（OIE, 2012）、最近で
は、と畜後の検査ではじめて発見される事例が多い（小西, 2015）と報告されて
いる。神奈川県における牛白血病届出件数の 85％が神奈川県食肉衛生検査所の
と畜検査で検出されたもので、腫瘍病変の主な検出部位は、体表リンパ節ではな
く、心臓、内臓リンパ節等であった。また、今回、1 万頭のホルスタイン種乳牛
を 10 年間追跡調査した結果、EBL 発症牛は、すべて農場段階では臨床症状を示
さず、と畜後の検査で検出されていた。さらに、発症牛と非発症牛の生前の BLV
抗体価や血液中 BLV プロウイルス量に差がなかったことから、農場段階におい
て、臨床症状や血液性状から EBL と診断できる事例は極めて稀であることがわ
かった。これまでBLV感染やEBL発症が廃用を早め、生産性を低下させる（Erskine 
et al., 2012; Nekouei et al., 2016）という報告が多かったが、今回の成績では、BLV
感染や EBL 発症の有無で廃用年齢に差はなかった。これは、BLV 感染牛や EBL
発症牛が臨床症状を示さず、BLV 感染率、血液中 BLV プロウイルス量、EBL 発
症率に年齢による差はないという事実と符合した。 
これまで一時点の調査から、加齢とともに BLV 感染率が上昇（Murakami et al., 
2013）すると考えられていた。しかしながら、今回の調査では感染率は 2 歳から
3 歳にかけて大幅に上昇するが、2 歳までの牛群や 3 歳以上の牛群では加齢とと
もに BLV 感染率が上昇することはなかった。わが国のホルスタイン種乳牛の平
均初産月齢は 25 カ月と報告されている（家畜改良事業団, 2016）。2 歳から 3 歳
  
- 26 - 
 
までの間に大多数の乳牛が初めて分娩することを考慮すると、この間の BLV 感
染率の上昇には、妊娠や分娩による免疫力の低下、出血による感染リスクの増大
等が影響している可能性が考えられた。Merlini ら（2016）も、酪農場において
は、初産までに BLV 感染が成立すると報告しており、今回の結果と一致した。
また、「農場間移動の有無」では、他農場からの導入牛や、預託歴のある牛など、
農場間移動歴のある牛の BLV 感染率は、生涯同一農場に飼養されていた牛より
高かった。Kobayashi ら（2015）は、全国的な感染リスク要因の調査から「牛の
外部導入」、「育成牛の預託」が感染リスク要因の一つとなると報告しており、
今回の結果と一致した。ただし、K-Hol においては 3 歳以上の年齢別感染率に差
はなく、6 歳以上でも 40％の牛が抗体陰性であった。87％の農場に BLV 感染が
浸潤していることを考え合わせると、これらの高年齢の抗体陰性牛は長年 BLV
に曝露されていても感染しなかった牛（非感染牛）であり、BLV 感染を阻止す
る自然抵抗性を有していると考えられた。 
 これまで、BLV 感染牛では、病態の進行に伴い血液中 BLV プロウイルス量が
増加すると考えられていた（Jimba et al., 2010）。しかし、今回の調査では、年齢
による血液中 BLV プロウイルス量の増加は認められず、大多数の感染牛では閾
値以下に制御されていた。これらの結果は、BLV 感染牛が長期間無症状で推移
する事実や、無症状感染牛においては血液中 BLV プロウイルス量は低いという
これまでの報告（Kettmann et al., 1982; Gillet et al., 2007; Aida et al., 2013; Merlini 
et al., 2016）と一致した。このことから、無症状感染牛では何らかの遺伝子（群）
が BLV プロウイルス量を低く制御している可能性が考えられた。 
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 最近、血液中 BLV プロウイルス量の低い牛は感染源となるリスクが低いと報
告されている（Mekata et al., 2015; Juliarena et al., 2016）。K-Hol においても、感
染牛の半数は血液中 BLV プロウイルス量が 5 万コピー以下と低く（LPV）、こ
れらの牛の農場内における感染リスクは低いものと考えられた。なお、生前の血
液中 BLV プロウイルス量に関わらず、ほとんどの牛が廃用後のと畜検査で非発
症と確認されており、BLV プロウイルス量と EBL 発症に直接的な関連性は認め
られなかった。ただし、今回、EBL 発症牛の生前の BLV プロウイルス量は比較
的高く、「発症牛の検出された農場」における BLV 感染率は、「発症牛のいな
い農場」より高かった。このことは、Somura ら（2015）の、と畜検査における
EBL 発症牛の血液や腫瘍病変部には、多くの BLV プロウイルスが検出されると
いう報告や、Kobayashi ら（2014）の、EBL 発症牛は農場内感染源としてリスク
が高いという報告と一致し、EBL 発症牛は農場内の感染リスクを高めることが
示唆された。 
 これまで、牛白血病の発症と制御に関する遺伝的因子としては、MHC 上の特
定のアレルが関与しているとの報告があり（Lewin et al.,1988; Nagaoka et al., 1999; 
Takeshima & Aida, 2006）、今回、K-Hol においても抵抗性アレルの保有牛では
BLV プロウイルス量は低い傾向を示した。しかし、抵抗性アレルの保有率は、
わずか 11％にすぎず、99％のホルスタイン種乳牛が非発症であったことから、
牛白血病発症の制御には MHC 上の特定アレルだけではなく、他の複数の遺伝子
（群）が関与していることが示唆された。 
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ところで、ヒトのエイズ研究では、広範な疫学調査から「HIV 曝露非感染者」、
「長期未発症者」などの自然抵抗性を示すグループが特定され、それぞれ遺伝的
因子（群）が関与していることが報告されている（宮澤ら, 2008）。今回、認め
られた「非感染牛」と「感染非発症牛」は、まさに、これらのヒトのエイズにお
ける自然抵抗性グループに相当する。このことから、牛白血病においても、ウイ
ルス感染、感染ウイルスの増殖、腫瘍化（発症）の各段階で、それぞれ、宿主側
の何らかの遺伝子（群）が働き、発症を制御しているものと考えられた。 
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小  括 
 
ホルスタイン種乳牛 1 万頭の ID を利用して、過去 10 年間、出生からと畜まで
追跡し、牛白血病に関連する個体情報を統合し、疫学的解析を行った。その結果、
EBL はすべてと畜後の検査で発見され、その発症率は 1%と低く、99％のホルス
タイン種乳牛は生涯 EBL を発症していなかった。 
また、BLV 感染、EBL 発症の有無で廃用年齢に差は認められなかった。年齢
との関連性では、2 歳未満の育成牛と 3 歳以上の成牛で BLV 感染率に差がある
が、成牛間では BLV 感染率、血液中 BLV プロウイルス量、EBL 発症率に年齢
による差は認められなかった。感染農場において長期間飼養され、BLV に曝露
されていても感染しない牛（非感染牛）、感染しても BLV プロウイルス量が低
い牛（LPV 牛）、BLV プロウイルス量が比較的高くても無症状の牛（HPV）の
牛が存在することが明らかとなった。 
これらの知見は、感染から発症に関する牛白血病情報を IDによって関連付け、
総合的に解析することで、はじめて明らかとなったものであり、ID による疫学
調査の有用性が示された。 
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表 1-1 神奈川県食肉衛生検査所における牛白血病の検出状況 
 平成 18 年～27 年度の 10 年間に、神奈川県食肉衛生検査所によると畜検査で
牛白血病と診断された牛 294 頭について、精密検査成績から地方病性牛白血病
（EBL）と散発性白血病（SBL）に分類した。ウイルス学的検査で BLV 抗体陽
性、内臓検査で複数の臓器、リンパ節に特徴的な腫瘍を認め。病変部の病理組織
学的検査でリンパ球様腫瘍細胞のびまん性浸潤を認めたものを EBL とした。  
畜種 計 乳用牛 子牛
と畜頭数 67,182 28,502 183
牛白血病頭数 294 259 0
品種 計 ホルスタイン 黒毛和種 交雑種 子牛
牛白血病頭数 294 259 34 1 0
EBL 289 256 33 0 0
SBL 5 3 1 1 0
内訳
肉用牛
38,497
と畜検査における畜種別牛白血病の検出状況
35
と畜検査
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表 1-2 K-Hol の MHC 上の特定アレルの型別結果 
 K-Hol のうち 2015 年に BLV 抗体検査を実施し抗体陽性であった 63 頭について
BoLA-DRB3 Allele の型別および末梢血単核細胞中の BLV プロウイルス量を測
定した。EBL 発症抵抗性とされる特定の BoLA アレル（0902; 14011）を保有し
ている牛（■）の血液中 BLV プロウイルス量は比較的低かったが、その保有率
は 11％と低かった。 
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表 1-3 農場間移動の有無と BLV 感染率 
 牛個体識別番号（ID）を利用して K-Hol の異動歴を検索し、農場間移動の有
無と BLV 抗体検査成績を関連づけた。その結果、他農場からの導入や預託など
農場間移動歴のあった牛（移動あり）の BLV 感染率は、出生からと畜まで同一
農場で飼養されていた牛（移動なし）より高かった（P < 0.01）。 
  
計 陰性 陽性 感染率
移動なし 717 469 248 34.6%
移動あり 1,223 697 526 43.0% **
計 1,940 1,166 774 39.9%
農場間移動
**　移動の有無で有意差あり（P <0.01）
農場間移動の有無とBLV感染率
BLV抗体検査結果
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表 1-4 農場内発症牛の有無と BLV 感染率 
 K-Hol の異動歴から飼養農場における発症牛の有無と BLV 抗体検査成績を関
連づけた。調査した 10 年間において発症牛が検出された農場（発症牛あり）で
飼養されていた牛の BLV 感染率は、感染牛だけで発症牛が検出されなかった農
場（発症牛なし）で飼養されていた牛より高かった（P < 0.01） 
                             
 
 
 
検査頭数 陰性 陽性 感染率
清浄 12 93 93 0 0.0%
発症牛なし 46 729 454 275 37.7%
発症牛あり 40 1,118 619 499 44.6% **
計 98 1,940 1,166 774 39.9%
**　発症牛の有無で有意差あり（P <0.01）
農場内発症牛の有無とBLV感染率
農場 戸数
BLV抗体検査結果
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図 1-1 牛白血病の感染/発症の実態 
 BLV 感染は全国に広がっているが、ほとんどの感染牛は臨床症状を示さず、と
畜後の検査で牛白血病と診断される例が多く、農場段階の BLV 感染情報とと畜
段階の EBL 発症情報を関連づけることが困難であった。トレーサビリティ制度
の導入により、すべての牛に牛個体識別番号（ID）が付与され、出生からと畜ま
での異動歴がデータベース化された。さらに日本では家畜検査情報、と畜検査情
報など各牛の個体情報が ID で一元管理され、感染から発症まで一貫した疫学調
査が可能となった。  
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図 1-2 牛個体識別番号（ID）を利用した疫学調査の方法 
 2005 年から 2015 年までに神奈川県内 235 戸の酪農場で飼養され、血統登録さ
れたホルスタイン種乳牛 10,138 頭（K-Hol）の ID を用いて、（独）家畜改良セン
ターの「牛の個体識別情報検索サーピス」で出生からと畜までの異動歴を検索し、
各牛の「家畜検査情報」、「と畜検査情報」、「血統情報」について、ID を鍵に統
合した。           
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図 1-3 神奈川県における牛白血病届出件数の年次推移  
  家畜伝染病予防法に基づく牛白血病届出件数（神奈川県●、全国●）は、 年
々増加し、両者の増加割合は高い相関を示した（r = 0.96 、P < 0.01）。また、神
奈川県における牛白血病届出件数のうち神奈川県食肉衛生検査所のと畜検査で
検出されたもの（◆）が 85％を占めていた。 
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図 1-4 EBL 発症と年齢との関連性 
 ホルスタイン種乳牛 10,138 頭（K-Hol）のうち、廃用後 6,763 頭が神奈川県
食肉衛生検査所のと畜検査をうけており。精密検査の結果から 70 頭が EBL、
6,693 頭は非発症と分類された。EBL 発症率は 1％で、EBL 発症牛（■）と非
発症牛（■）の廃用年齢分布に差は認められなかった。 
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図 1-5 BLV 感染率と年齢との関連性 
 K-Hol の ID により、BLV 抗体検査成績と検査時年齢を関連付けたところ、BLV
感染率は 3 歳未満の育成牛と 3 歳以上の成牛で差があった（P < 0.01）。 
一方、育成牛間、成牛間では BLV 感染率に年齢による差はなく、6 歳以上でも
40％の牛は BLV 抗体陰性であった。     
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図 1-6 感染牛の血液中 BLV プロウイルス量 
 血液中BLVプロウイルス量は CoCoMo-BLV Preimer/ Probe を用い定量PCR法
により測定し、末梢血単核細胞 10 万細胞中の BLV コピー数で表示した。 
A 血液中 BLV プロウイルス量と検査時年齢との関連性 
  血液中 BLV プロウイルス量と年齢との関連性は認められなかった。 
B 感染牛の血液中 BLV プロウイルス量度数分布   
  感染牛の BLV プロウイルス量は 0～374,025 コピーに分布し、Median 
50,400 コピーで、累積度数分布曲線は 10 万コピー付近にプラトーを示し
た。 閾値は変曲点から 126,000 コピーと推定され、感染牛の 94％が閾値
以下であった。 
  
  
A B 
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図 1-7  まとめ 
 K-Hol の ID を利用して出生からと畜まで異動歴を検索し、農場段階における
BLV 感染、血液中 BLV プロウイルス量、と畜段階における EBL 発症を関連づけ
た。EBL 発症牛（■）はすべてと畜検査で検出され発症率は 1％と低く、99％は
非発症（□）であった。感染農場には、BLV に曝露されていても抗体陰性の牛
（非感染牛■）、感染しても BLV プロウイルス量が低い牛（LPV 牛■）、BLV プ
ロウイルス量が比較的高くても無症状の牛（HPV 牛■）が存在した。 
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第 二 章 
 
 
牛白血病発症に関する統計遺伝学的解析 
  
  
- 42 - 
 
第二章 牛白血病発症に関する統計遺伝学的解析 
 
統計遺伝学を応用した個体の選抜育種により、乳牛の遺伝的改良が進み、そ
の泌乳能力は飛躍的に向上した（図 2-1）。種雄牛の遺伝的能力は、統計遺伝
学を応用して、国際基準に基づき、娘牛群の検定成績から評価され、公表され
ている（家畜改良センター, 2016）。この個体の選抜育種のもととなるのが、
血統登録制度である（図 2-2）。日本のホルスタイン血統登録制度は 1911 年か
ら、現在まで連綿と続いており、その膨大なデータは「家畜改良データバン
ク」に蓄積されている。この「家畜改良データバンク」の情報は広く公開され
ており（日本ホルスタイン協会, 2017）、種雄牛情報として、国内外の種雄牛
の登録番号、父牛、娘牛群数が提供されている。また、トレーサビリティ制度
導入に伴い、ホルスタイン種乳牛の「血統登録番号」が ID に統合されたこと
から、ID を利用することで、父、父方祖父と血統を遡ることが可能となった。 
そこで、今回、ID を利用して牛白血病に関する疫学情報と血統情報を関連付
ければ、家畜育種学的手法により「娘牛群の牛白血病に関する成績から、牛白
血病発症制御に関して高い遺伝的能力をもつ種雄牛を選抜できる」と仮説を立
て、血統登録されたホルスタイン種乳牛の ID を利用して、各個体の牛白血病
に関する感染／発症情報と血統情報を関連づけ、統計遺伝学的解析を行った。 
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材料および方法 
 
１ ID を利用した BLV 感染情報、EBL 発症情報と血統情報の統合 
ID を利用して、各個体の BLV 感染情報、EBL 発生情報と血統情報を関連づけ
た（図 2-3）。神奈川県内で血統登録されたホルスタイン種乳牛 10,138 頭（K-
Hol）の ID を利用し、BLV 感染／非感染牛、EBL 発症／非発症牛を特定した後、
「家畜改良データバンク」の「血統情報」（日本ホルスタイン登録協会, 2017）
からその父となる種雄牛を検索した。種雄牛別に娘牛群のBLV感染率およびEBL
発症率を集計し、各種雄牛の娘牛群のデータを統計遺伝学的に解析した。 
 
２ 全国と神奈川県における種雄牛の供用状況の比較 
 ホルスタイン種雄牛の情報は、「家畜改良データバンク」の「種雄牛情報」（日
本ホルスタイン登録協会, 2017）から入手した。K-Hol に供用されていた 1,397 頭
の種雄牛について、1999 年から 2011 年までに日本ホルスタイン協会に血統登録
された娘牛数を検索し、種雄牛別娘牛数、その父牛別の父方孫頭数を集計した。 
 
３ 牛白血病に関する遺伝率の推定 
「牛白血病の感染／発症に関する父からの遺伝率」は次のように推定した。 
供試牛群は BLV 感染／非感染、EBL 発症／非発症が特定されたホルスタイン種
乳牛 1,940 頭（農場 98 戸、供用種雄牛 518 頭）とし、以下のモデルを使用した。      
y = Xβ + Zα + e 
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ここで、y は表型値のベクトル、β は母数効果のベクトルとし、表型値は①BLV
非感染、②BLV 感染 EBL 非発症、③EBL 発症の 3 レベルとした。母数効果は、
娘牛の生まれた年（17 レベル）、検査時の年齢（13 レベル）、農場の感染レベ
ル（3 レベル：清浄農場、感染農場、発症農場）とした。 α は相加的遺伝効果（育
種価）、e は誤差のベクトルを表し、 X は母数効果の計画行列、 Z は変量効果
の計画行列である。 計算は、Misztal ら（2002）が開発した「blupf90」のプログ
ラム群を使用し、サイアモデルを用いたGibbs sampling法によりベイズ推定した。
プログラムを利用する前に、「renumf 90」を用いて、データファイル、血統ファ
イル、パラメータファイルを作成した。次に「THRGIBBS1F90 software program」
（Misztal et al., 2009）により、閾値モデルによる遺伝的パラメータおよび育種価
を推定した。全反復回数は 100,000 回、burn-in 数を 50,000 回とした。その後、
「POSTGIBBSF90 software program」（Misztal et al., 2002）を用い、遺伝分散（σα2）、
残差分散（σγ2）の推定値を次の式に代入して、遺伝率（h2）を計算した。  
遺伝率 h2 = σα2 / (σα2+σγ2) 
また「BLV 感染に関する遺伝率」について次の条件で推定した。調査対象は、
清浄農場の飼養牛と娘牛１頭のみの種雄牛を除き、感染農場（86 戸）で飼養さ
れ、複数の娘をもつ種雄牛（244 頭）の娘牛 1,524 頭とした。表型値は、①BLV
抗体陰性、②抗体陽性の 2 レベル、母数効果として、娘牛の生まれた年（15 レ
ベル）、検査時の年齢（13 レベル）として、「牛白血病の感染／発症に関する遺
伝率」と同様の閾値モデルで推定した。 
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４ 血統による BLV 感染率、プロウイルス量、EBL 発症率の比較 
 「家畜改良データバンク」の「血統情報」から、K-Hol に供用されていた 1,397
頭の種雄牛の血統を検索し、父、父方祖父を特定して父系の血統図を作成した。 
 父方孫数の多かった上位種雄牛 4 頭の血統図から、子、孫となる種雄牛の娘牛
群における BLV 感染率、血液中プロウイルス量、EBL 発症率を集計し、血統に
よる差を検証した。 
 
５ 統計解析 
データの集計については、表計算ソフト「Microsoft Excel」（Microsoft Corporation, 
USA）を用いた。また、統計解析は、IBM SPSS 統計解析ソフト Ver. 23 （IBM 
Corporation, USA）を用いた。全国と神奈川県における種雄牛別娘牛数の比較に
ついては、ピアソン積率相関係数により検定した。種雄牛別の娘牛群における抗
体陽性率は一般線形モデルを用いて決定係数（R２）を求め、種雄牛による子孫
牛群中の BLV 感染率、EBL 発症率の差はχ二乗検定により解析した。血統によ
る血液中 BLV プロウイルス量は、一元配置の分散分析により検定した。 
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結 果 
 
１ 種雄牛の供用状況 
「家畜改良データバンク」 を利用し、ホルスタイン血統登録雌牛 10,138 頭中
の血統情報を検索した結果、父として 1,397 頭の種雄牛の凍結精液が供用されて
いた。種雄牛の国別内訳（表 2-1）は日本 58％、アメリカ 30％、カナダ 9%の順、
娘牛頭数はアメリカ 43％、日本 35％、カナダ 20％の順で、種雄牛１頭あたりの
娘牛数はカナダ 16.2 頭、アメリカ 10.3.頭に対し、日本は 4.4 頭と少なかった。
交配種雄牛の精液の選択にあたっては、世界的に国際評価の高い特定に種雄牛に
集中する傾向が強く、神奈川県と全国の種雄牛別の娘牛頭数には、有意の相関が
認められた（r = 0.51、P < 0.01、図 2-4 A）。  
 
２ 各種雄牛の娘牛群における BLV 感染率と EBL 発症率 
種雄牛別に、各娘牛群における BLV 感染率および EBL 発症率を比較した。 
その結果、各種雄牛の娘牛群中のBLV抗体陽性牛頭数は高い直線性（R2 = 0.822、
P < 0.01、図 2-4B）を示し、種雄牛による娘牛群中の BLV 感染率に差は認めら
れなかった。一方、各種雄牛別娘牛群中の EBL 発症牛については、種雄牛によ
って違いがあり、娘牛群中に発症牛のいる種雄牛と、発症牛のいない種雄牛に分
かれた（図 2-4C）。 
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３ 牛白血病発症に関する遺伝率の推定 
各種雄牛の娘牛群における BLV 感染および EBL 発症のデータセットを用い、
「牛白血病の感染／発症に関する父からの遺伝率」を推定した。①BLV 抗体陰
性、②BLV 抗体陽性 EBL 非発症、③EBL 発症を表型値とし、生まれ年、検査時
年齢、農場の感染レベルを母数効果として Mistal ら（2002；2009）のプログラ
ムを用いて、サイアモデルにより推定した。その結果、「牛白血病感染および発
症に関する遺伝率」は、0.19 と推定された。 
また、感染農場における BLV 抗体の有無を表型値とし、生まれ年、検査時年
齢を母数効果として、同様のプログラムを用いて推定した結果、「BLV 感染に
関する遺伝率」は、0.08 と推定された。 
 
４ EBL 発症率の低い血統の特定 
さらに、血統を遡り、父方祖父牛を特定したところ 367 頭の種雄牛が利用され
ていた。種雄牛の父方孫牛頭数は、神奈川県と全国で高い相関が認められ（r = 
0.78、P < 0.01、図 2-5 A）、特定の種雄牛に集中し、上位種雄牛 4 頭の父方孫牛
がホルスタイン種乳牛全体の2割を占めていた。各種雄牛の父方孫牛群中のBLV
抗体陽性牛頭数は高い直線性を示し（R2 = 0.95、P < 0.01、図 2-5 B）、種雄牛に
よる差は認められなかった。一方、各種雄牛の父方孫牛群中の EBL 発症率では、
発症牛のいる牛と、いない牛に分かれ、上位 4 頭の種雄牛のうち Sire B と Sire 
D の父方孫牛群中には EBL 発症牛がいたが、Sire A と Sire C に発症牛はいなか
った（図 2-5 C）。 
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これらの上位 4 頭の種雄牛の子孫牛群における血液中 BLV プロウイルス量を
プロットしたところ、血統による差は認められなかった（図 2-6 A）。一方、血
統別に EBL 発症状況を比較したところ（図 2-6 B）、Sire B と D の子孫牛群中に
はそれぞれ 392 頭中 5 頭、227 頭中 6 頭の EBL 発症牛が検出されたのに対し、
Sire A と C の子孫牛、それぞれ 372 頭、326 頭中 EBL 発症牛はゼロで、両者の
子孫牛群中の EBL 発症率には有意の差があった（P < 0.01）。以上のように、Sire 
A や C の子孫牛は、EBL 発症に関して高い制御能力を保有し、世代を超えて継
承されていた。 
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考  察 
 
今回、ホルスタイン種乳牛の牛白血病に関する疫学情報と血統情報を関連づけ、
娘牛群の成績から種雄牛の牛白血病発症制御に関する遺伝的能力を検証した。そ
の結果、BLV 感染だけでなく EBL 発症の有無を加えて遺伝率を推定したところ
「牛白血病の感染／発症に関する父からの遺伝率」は 0.19 と推定された。この
数値は、疾病に関する遺伝率としては高く、遺伝的改良の可能性が示された。さ
らに多用されている種雄牛において、子孫牛中に EBL 発症牛がいない血統が特
定され、この血統では牛白血病発症制御に関する高い遺伝的能力が世代を超えて
継承されていた。これまで、ホルスタイン種乳牛の改良は、農家段階における娘
牛群の成績を統計遺伝学的に解析し、種雄牛の評価、選抜に応用することで飛躍
的に進んできた。しかし、EBL は発症率が低く、と畜後に発見されることが多い
ため、日本の牛トレーサビリティ制度なくしては、娘牛群における EBL 発症情
報を血統情報と関連づけることは事実上不可能であった。すなわち、本研究は、
娘牛群における EBL 発症情報を統計遺伝学的に解析することにより、種雄牛の
遺伝的制御能力を検証し、「牛白血病発症の制御に関する遺伝的改良の可能性」
を示した世界で最初の報告である。 
さて、遺伝率は、実際の記録に基づき推定されるため、牛群の大きさや推定方
法で異なる。Mistal ら（2002）はギブスサンプリングを用いたベイズ推定による
手法を提唱し、感染や発症の有無のようなカテゴリ量も取り扱うことができる「閾
値モデル」（Mistal et al., 2009）を公開している。今回、このモデルを用いて推
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定した「牛白血病の感染／発症に関する父からの遺伝率」は 0.19 と比較的高か
ったのに対し、「牛白血病の感染に関する父からの遺伝率」は 0.08 と低かった。
このことは、「子孫牛群の BLV 感染率について種雄牛による差はない」という
事実と一致し、Abdalla ら（2013）のアメリカのホルスタイン種乳牛の牛群検定
における乳汁中の BLV 抗体の有無から推定した遺伝率 0.08 と同様の値であっ
た。 
ホルスタインの種雄牛については、国際的に評価の高い特定の牛に集中する傾
向が強く、全国と神奈川では、種雄牛の選択に違いは見られなかった。これらの
少数の選ばれた種雄牛の遺伝的能力が、乳牛の遺伝的改良に及ぼす影響がますま
す大きくなっている（VanRaden et al., 2004; Battagin et al., 2012)。今回、娘牛群の
EBL 発症情報と血統情報を関連づけ、多用されている上位種雄牛 4 頭のうち 2
頭が「牛白血病発症制御に関する高い遺伝的能力」を保有していることを示唆し
た。牛群検定事業は継続しており、今後、牛白血病に関する情報を関連づけ、例
数を重ねることができれば、さらに多くの牛白血病制御能力の高い種雄牛や血統
が特定できる。 
ただ、今回のような後代検定の手法を「牛白血病の発症制御能力の遺伝的改良」
に応用する場合、種雄牛が供用されるまでに数年、さらに娘牛群における EBL
発症の有無が明らかになるまで十年以上を要する。今回の上位種雄牛は、いずれ
も 1990 年代に供用されていた牛であり、彼らの凍結精液はすでに流通しておら
ず、今回の知見を直接種雄牛の選抜に結びつけることは難しい。さて、最近、家
畜育種の分野でも、最新の遺伝子情報を利用したゲノム育種が導入され、泌乳能
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力だけではなく、疾病や繁殖性に関する形質の遺伝的改良にも応用されはじめて
いる（VanRanden et al.. 2011; Sugimoto et al., 2013）。今回特定された種雄牛はす
でにないが、牛白血病発症に関する高い制御能力は彼らの子孫牛に継承されてい
る。その牛白血病の制御に関する遺伝子（群）を特定することができれば、それ
をマーカーとしてゲノム育種も可能である。 
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                小  括 
 
 牛個体識別番号（ID）を利用して、K-Hol の血統と EBL 発症情報を関連づけ、
統計遺伝学的解析により娘牛の成績から種雄牛の牛白血病制御に関する遺伝的
能力を検証した。これまで、EBL は農場段階では臨床症状を示さず、と畜後に発
見されること、発症率が 1％と極めて低いことから、発症情報を血統情報と関連
づけることは事実上不可能であったが、本研究では、トレーサビリティ制度を利
用し、牛白血病に関する疫学情報と血統情報を統合し、子孫牛群中の BLV 感染
率、血液中 BLV プロウイルス量、EBL 発症率から牛白血病発症制御に関する種
雄牛の遺伝的能力の検証を試みた。 
 その結果、「牛白血病感染および発症に関する遺伝率」は 0.19 と推定され、
発症制御に関する遺伝的改良の可能性が示された。さらに、血統を遡ると、父方
祖父となる種雄牛は特定の牛に集中し、全国と神奈川県の各種雄牛別父方孫牛頭
数は高い相関を示した。多用されている種雄牛のなかに、EBL 発症牛のいない血
統を特定し、高い発症制御能力が子孫牛に継承されていることを示した。 
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K-Hol に供用されていた種雄牛の国別内訳 
 
 
 
 
表 2-1 K-Hol に供用されていた種雄牛の国別内訳 
 神奈川県のホルスタイン種登録雌牛（K-Hol）10,138 頭の血統情報を検索し、
父となる種雄牛を特定し、国別種雄牛頭数、その娘牛頭数、種雄牛 1 頭当たりの
娘牛頭数を比較した。 
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図 2-1  ホルスタイン種乳牛における遺伝的改良の推移  
 わが国におけるホルスタイン種乳牛の305日乳量の年次推移を示した。1950年
には 3,000kg に満たなかった 305 日乳量が、2000 年には 7,000kg を超えており、
ホルスタイン種乳牛の泌乳能力は飛躍的に向上している。1980 年代から牛群検
定事業が開始され、娘牛群の成績から、種雄牛の遺伝的能力を統計遺伝学を応用
して評価し、国際基準に基づき優秀な種雄牛を選抜することで乳牛の遺伝的改良
は著しく進んだ。 
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（一社）日本ホルスタイン登録協会 2017 より引用 
 
 
 
図 2-2 血統登録制度と家畜改良データバンク 
 ホルスタイン血統登録制度は 1911 年から現在まで続いており、その情報は「家
畜改良データバンク」として蓄積され、一般に公開されている。 
A  種雄牛情報 国内外の種雄牛の娘牛数や父の血統登録番号が検索できる。 
B  血統情報 登録番号を利用し国内外の登録牛の血統情報が検索できる。  
トレーサビリティ制度導入に伴い、ホルスタイン種乳牛の血統登録番号は ID
に統合され、ID を鍵とした血統情報の検索が可能となった。 
 
 
 
  
- 56 - 
 
 
 
図 2-3 牛個体識別番号を利用した疫学情報と血統情報の統合 
 ホルスタイン種乳牛 10,138 頭（K-Hol）の ID を利用して、異動歴、家畜検査
成績、と畜検査成績を関連づけ、BLV 感染／非感染牛、EBL 発症／非発症牛を
特定した。さらに、「家畜改良データバンク」から「血統情報」を検索し、それ
ぞれの父牛を特定し、種雄牛別に集計して娘牛群の成績から、BLV 感染および
EBL 発症制御に関する種雄牛の遺伝的能力を検証した。 
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図 2-4 種雄牛別の娘牛群中の BLV 感染率、EBL 発症率 
A 全国と神奈川県の種雄牛供用状況の比較 
  全国と神奈川の種雄牛別娘牛数に相関があった（ r = 0.51、P < 0.01）。 
B 種雄牛別の娘牛群における BLV 感染率 
  各種雄牛の娘牛群中 BLV 感染率に差はなかった（R
2 
= 0.822、P < 0.01 ）。 
C 種雄牛別の娘牛群における EBL 発症率 
  娘牛群中に発症娘がいる牛（●）と発症娘のいない牛（〇）に分かれた。 
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図 2-5 種雄牛別の父方孫牛群中の BLV 感染率、EBL 発症率 
A 全国と神奈川県の種雄牛供用状況の比較 
  全国と神奈川の種雄牛別父方孫数に高い相関があった（ r = 0.78、P < 0.01）。 
B 種雄牛別の父方孫牛群における BLV 感染率 
  各種雄牛の孫牛群中 BLV 感染率に差はなかった（R
2 
= 0.947、P < 0.01 ）。 
C 種雄牛別の父方孫牛群における EBL 発症率 
  孫牛群中に発症孫がいる牛（●）と発症孫のいない牛（〇）に分かれた。 
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図 2-6 上位種雄牛４頭の子孫牛群における BLV プロウイルス量と EBL 発症率 
A 子孫牛の血液中 BLV プロウイルス量 
 血液中 BLV プロウイルス量は CoCoMo-BLV Preimer/Probe を用い、定量
PCR 法により測定し、末梢血単核細胞 10 万細胞中 BLV コピー数で表した。
上位種雄牛 4 頭（A - D）の子孫牛群中 BLV プロウイルス量に差はなかった。 
B 子孫牛の EBL 発症率 
 上位種雄牛 4 頭の血統別 EBL 発症状況を示した。上の□が Sire A - D の
父方孫牛群中発症牛数を、その下の□が各息子（娘≧3 頭）の娘牛群中発
症牛数を表し、発症子孫のいた種雄牛は■で示した。Sire B と D の血統に
は発症牛がいたが、Sire A と C の血統に発症牛はゼロ、後者の発症率は有
意に低かった（P < 0.01）。 
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第 三 章 
 
 
牛白血病発症に関連する遺伝子の探索 
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第三章 牛白血病発症に関連する遺伝子の探索 
 
今回、トレーサビリティ制度を利用し、1 万頭のホルスタイン種乳牛を 10 年
間、追跡調査した結果、EBL 発症牛は農場段階では臨床症状を示さず、と畜後の
検査で発見され、その発症率は 1%と低かった。すなわち、99％のホルスタイン
種乳牛は生涯発症せず、牛白血病発症に関して高い自然抵抗性を示した。さらに、
農場段階における疫学調査の結果、成牛では、BLV 感染率、血液中 BLV プロウ
イルス量、EBL 発症率に加齢による差は認められず、感染農場において長期間
BLV に曝露されていても感染しない非感染牛が存在したことから、「非感染牛」
や「感染非発症牛」では、宿主側の何らかの遺伝子（群）が働き、BLV 感染や
EBL 発症を制御しているものと考えられた。 
そこで、第三章では、これまでの疫学調査の結果をもとに感染／発症状況の異
なる 5 つの牛群を特定し、最新の細胞遺伝学の手法を応用して、牛白血病の感染
／発症に関連する遺伝子の探索を行った。 
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材料および方法  
 
１ 牛白血病発症に関連する遺伝子探索の流れ 
 牛白血病の感染／発症にどのような遺伝子（群）が関連しているのか、細胞遺
伝学の手法を応用して探索を試みた（図 3-1）。 
 まず、感染／発症状況の異なる 5 群のホルスタイン種乳牛から血液を採取し、
RNA を抽出した。次に、抽出 RNA について次世代シークエンサを用いて RNA-
seq を行い、各牛群において発現している遺伝子および発現量について、網羅的
遺伝子解析を行った。発現変動の認められた遺伝子の抽出と解析を行い、感染／
発症に関連すると考えられる候補遺伝子を選定し、リアルタイム PCR 法によっ
て、各牛群における発現量を比較解析した。最後に、その結果をもとに、発現変
動遺伝子の Pathway 解析を行った。 
 
２ 農場および供試牛の選定 
 RNA-seq およびリアルタイム PCR 解析に供試する血液は、飼養記録、繁殖記
録、血統情報が明らかな牛群検定参加農家のなかから、清浄農場、感染農場各 1
戸を選定し、その飼養牛から採取した。 
 清浄農場は過去に EBL 発症牛が検出されておらず、1 年以内の BLV 抗体検査
で飼養牛全頭の BLV 抗体陰性が確認されている農場とし、感染農場は過去 10 年
間で複数の EBL 発症牛が検出され、全頭検査で BLV 抗体陽性率が高い農場を選
定した。 
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 両農場で飼養されていた 3 歳以上のホルスタイン種乳牛を、飼養農場、BLV 抗
体検査、血液中プロウイルス量から、以下の①未感染、②非感染、③LPV、④HPV
に分類した。今回、供試した 4 牛群の内訳は次のとおりである。 
 ① 未感染（清浄農場）: BLV 抗体陰性、BLV プロウイルス量ゼロ 
 ② 非感染（感染農場）: BLV 抗体陰性 BLV プロウイルス量ゼロ 
 ③ LPV（感染農場）: BLV 抗体陽性、BLV プロウイルス量＜50,000 コピー 
 ④ HPV（感染農場）: BLV 抗体陽性、BLV プロウイルス量≧50,000 コピー 
 なお、未経産牛、分娩後 1 カ月以内の牛や分娩予定 2 か月以内の牛、乾乳牛、
白血球数の多い（2 万以上／ml）牛は除き、各牛群 4 頭の血液から RNA を抽出
し、リアルタイム PCR および RNA-seq の検体とした。 
 
３ EBL 発症牛の採材 
 EBL 発症牛の血液は、神奈川県食肉衛生検査所に病畜として搬入されたホル
スタイン種乳牛から RNA 抽出用血液を採取し、と畜後の精密検査で EBL と診
断された牛について RNA を抽出し、供試した。 
 また、東北地方の臨床獣医師の協力により、牛白血病の疑いのあるホルスタイ
ン種乳牛から RNA 抽出用採血管で採血し、臨床検査（直腸検査における腹腔内
腫瘤等）、血液検査（リンパ球増数、異型リンパ球の出現）、ウイルス学的検査
（BLV 抗体検査、血液中 BLV プロウイルス量）、剖検所見で EBL と確定診断
された牛について血液中の RNA を抽出し、供試した。 
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４ 血液中 RNA の抽出方法 
RNA 抽出用血液サンプルは、検査牛の尾根部から EDTA 加採血管で採取し、
直ちにパクスジーン RNA 採血管（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）に
分注し、10 回以上転倒混和した後、約 2 時間、室温の静置後、-30℃で冷凍保存
した。血液中 RNA は、PAXgene ® Blood RNA Kit（Quagen, Venlo, Netherlands）
を用いて抽出し、抽出後は-30℃で冷凍保存した。 
 
５ RNA-seq による網羅的遺伝子解析 
 各群のホルスタイン種乳牛の血液から抽出した RNA（RNA Integrity Number; 
RIN 値、8.0 以上）について、東京農業大学ゲノムセンターに委託し、RNA-seq
解析を行った。RNA-seq 解析は、NextSeq500（illumina Inc., USA）を用い、リー
ド数：4000万クラスター ペアエンドで行った。データ解析は、Kusamaら（2017）
の方法により行った。次世代シークエンサから出力された FASTQ ファイルは、
Bovine genome として bosTau 8（Bos_taurusu_UMD_3.1.1）、USCS genome browser 
（http://genome.ucsc.edu) の reference annotation を用い、the basis of the TopHat/ 
Cufflinks pipelineによりマッピングした。遺伝子発現量の解析は、gene-level FPKM 
(Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped fragments) で正規化し、発現量
が > 10 FPKM で、各群における発現量の比 が 2 倍以上の遺伝子について、the 
Functional Annotation Tool of the Database for Annotation, Visualization, and Integrated 
Discovery（DAVID）を用いて、gene annotation および pathway 解析を行った。 
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６ リアルタイム PCR 解析  
各牛群の血液から抽出した RNA について、ReverTra Ace qPCR RT Kit（Toyobo, 
Osaka, Japan）を用いて、cDNA に変換した後、Thunderbird SYBT qPCR Mix Kit
（Toyobo）で、表 3-1 に示したプライマーを使用し、リアルタイム PCR（q-PCR）
解析を行った。RT-qPCR 反応は Step One Plus real-time PCR System（Applied 
Biosystems、Foster City、CA）を用いて 95℃で 10 秒間の変性反応、60℃で 30 秒
間のアニーリング反応と伸長反応を 45 サイクル行った。各サンプル中の mRNA
発現量は、Comparative CT法で解析した。すなわち、ある一定の蛍光強度を示し
たサイクル数を閾値（CT）とし、目的遺伝子の CTと内部標準である GAPDH の
CTより、以下の計算式でサンプル間の発現量の比を求めた。 
 発現量＝2－（ΔΔCt） 
 ΔΔCT＝ΔCT サンプルＡ－ΔCT サンプル基準 
 ΔCT サンプルＡ＝ΔCT 目的遺伝子サンプルＡ－ΔCTGAPDH サンプルＡ 
 ΔCT サンプル基準＝CT 目的遺伝子サンプル基準－CTGAPDH サンプル基準 
 
７ 統計解析 
リアルタイム PCR 解析による各候補遺伝子における感染／発症ステージ別の
発現量について、IBM SPSS 統計解析ソフト Ver.23（IBM Corporation, USA）を用
い、一元配置の分散分析と多重比較を行い、P < 0.05 を有意とした。 
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結 果 
 
１ 感染／非感染における RNA-seq による遺伝子発現量解析 
 非感染牛群と感染牛群の血液中 RNA について、RNA-seq 解析を行った結果、
感染牛群の発現量が 2 倍以上高かった遺伝子は 699 genes（表 3-2）で、これらを
解析した結果、主に細胞増殖やタンパク質合成に関する Pathway において、多
くの高発現遺伝子が認められた（表 3-3）。 
 一方、非感染牛群の発現量が 2 倍以上高かった遺伝子は 877 genes（表 3-4）で
免疫に関与する Pathway において多くの高発現遺伝子が認められた（表 3-5）。  
 
２ 感染／発症ステージ別のリアルタイム PCR による遺伝子発現量解析 
非感染牛群と感染牛群における RNA-seq の結果を解析し、細胞増殖やタンパ
ク質合成に関連している遺伝子や、免疫に関連している遺伝子など、牛白血病の
感染／発症に関連していると考えられる 10 遺伝子（候補遺伝子）を選択した（表
3-6）。この 10 の候補遺伝子について、感染／発症状況の異なる各牛群の血液中
RNA における発現量をリアルタイム PCR 法により解析した。その結果、各牛群
で血液中 RNA における発現遺伝子・発現量に差が認められ、10 の候補遺伝子は
次の 4 グループに大別された（図 3-2）。 
A：発症牛群で亢進  
 EIF3E と PDCD1 は、発症牛群で高値を示した。EIF3E は、細胞増殖に関連す
る遺伝子の一つで、他の健康牛群すべてと比較し有意に高かった（P < 0.01）。
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PDCD1 は免疫抑制に関連する遺伝子で、健康牛では非感染、LPV、HPV 牛群の
順に発現量が低くなっていたのに対し、発症牛群では高値を示した。 
B：発症・感染牛群で亢進  
 CDKL4、MS4A1、CXCL10 は発症牛群と感染牛群で高値を示した。いずれも、
タンパク質合成に関連する遺伝子で、非感染、LPV、HPV、発症牛群の順に高く
なり、非感染牛群に対し CDKL4 は HPV 牛群及び発症牛群で有意に高く（P < 
0.01）、MS4A1 と CXCL10 は発症牛群で有意に高かった（P < 0.01、P < 0.05）。 
C：非感染牛群で亢進、感染・発症牛群で抑制 
 TGFBI、CFD、CD4 は、非感染、LPV、HPV、発症牛群の順に、発現量が少
なくなっていた。これらは、いずれも免疫に関連する遺伝子で、RNA-seq の結果
と同様、非感染牛群が感染牛群より高いという傾向が認められた。特に、TGFBI
は非感染群牛と発症牛群の間に有意の差があった（P < 0.05）。 
D：変化なし 
ANXA2、CD28 については、各牛群で差は認められなかった。 
 
３ 非感染牛で亢進していた遺伝子の Pathway 解析 
リアルタイム PCR 解析の結果、非感染牛群では感染牛群、発症牛群より免疫
系に関連する遺伝子群の発現量が高かったことから、RNA-seq 解析において、非
感染牛群で感染牛群より 2 倍以上の高発現していた遺伝子について Pathway 解
析をおこなった。その結果、T cell や補体など自然免疫に関わる Pathway におい
て、多くの高発現遺伝子が認められた（図 3-3）。 
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４ 牛白血病の感染／発症に関連する遺伝子の探索 
これまでの疫学的調査結果と、上記の候補遺伝子の発現量を関連付けた結果、
各牛群で異なる遺伝子の発現が亢進あるいは抑制されていた（図 3-4）。発症牛
群では、細胞増殖に関連する EIF3E や、タンパク質合成に関連する CDKL4、
MS4A1、CXCL10 などの発現量が著しく高値を示していた。また、免疫抑制に関
わる PDCD1 の発現量が高く、TGFBI など免疫に関連する遺伝子の発現量が低く
なっており、他の 4 牛群すなわち農場段階における健康牛と明確に区分された。 
一方、非感染牛群はリアルタイム PCR 解析では免疫に関連する TGFBI、CD4、
CFD の発現量が感染牛群や発症牛群より高く、RNA-seq 解析では T-cell や補体
など自然免疫系の Pathway において、多くの高発現遺伝子が認められた。   
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考   察 
  
第三章では、最新の細胞遺伝学の手法を応用して牛白血病発症に関連する遺伝
子の探索を行った。その結果、非感染牛、感染牛、発症牛群の間で、複数の遺伝
子群の発現量に変動が認められた。非感染牛群では免疫に関わる遺伝子の発現が
亢進しているのに対し、発症牛群では細胞増殖やタンパク質合成に関連する遺伝
子が亢進し、免疫関連遺伝子の発現が抑制されており、他の健康牛群と明確に区
分された。これは、疫学的解析結果に基づき、感染／発症状況の異なる牛群を特
定し、最新の細胞遺伝学の手法により網羅的な解析を行ったことで、世界ではじ
めて得られた知見である。 
今回、非感染牛と感染牛について、RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行った
結果、両者には臨床的に全く差がないにも関わらず、発現遺伝子、その発現量に
は大きな差が認められ、非感染牛では、自然免疫に関わる多くの遺伝子群の発現
が亢進していた。リアルタイム PCR の結果からも、非感染牛、感染牛、発症牛
群の間で、発現遺伝子やその発現量に違いが認められ、非感染牛では、自然免疫
に関わる多くの遺伝子群の発現が亢進していることを明らかにした。最近、Brym 
& Kaminski（2017）は、高度汚染農場における非感染牛群と感染牛群の血液中RNA
のマイクロアレイ解析から非感染牛群の方がTGFBIとCFDの発現量が有意に高
かったと報告しており、今回と同様の結果であった。また、ヒトにおける HIV 曝
露非感染者では HIV 抗原による感作が「感染防御」「免疫応答」の誘導につな
がっている例があると報告されており（Shearer & Clerici, 1996; Miyazawa et al., 
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2008）、今回、ホルスタイン種乳牛群において BLV に長期間曝露されていても
感染しない非感染牛が存在し、免疫に関連する多くの遺伝子の発現が亢進してお
り、同様の傾向が認められた。 
一方、発症牛群では、細胞増殖やタンパク質合成に関連する遺伝子が亢進し、
免疫関連遺伝子の発現が抑制されており、特に、EIF3E は他の健康牛群より発現
量が著しく高くなっていた。この EIF3E は細胞増殖に関連する遺伝子であり、
EBL 発症牛では腫瘍病変部でリンパ球様細胞の著しい増殖が認められることと
符合し、細胞増殖に関する調節機能の破綻を反映しているものと推察された。こ
れまで、農場段階における EBL 発症の生前診断、すなわち腫瘍病変の有無を臨
床症状や血液性状から診断することは難しく、実態として牛白血病牛の多くがと
畜後に発見され、そのと体は全部廃棄されるため大きな経済的損害を与えている。
今回、EIF3E の高発現が発症牛群で特異的に認められたことから、今後、発症牛
のマーカーとして利用できる可能性が示された。また、発症牛群では免疫抑制に
関与するとされる PDCD1 は発現量が亢進し、TGFBI、CFD、CD4 など免疫関連
遺伝子の発現が抑制されていた。このことは、Ikebuchi ら（2013）の報告と一致
し、発症牛では免疫疲弊がおこり、免疫機能が低下していることが伺われた。 
今回、感染牛群ではタンパク質合成に関連する遺伝子の発現量が高く、Pathway 
解析でも Ribosome 合成に関連する遺伝子群の亢進が認められた。BLV 感染によ
る産乳成績への影響については諸説あり、Erskine ら（2012）や Nekoueiら（2016）
は、BLV 感染牛群においては、産乳成績が低下すると報告している。一方、Wu 
ら （1989）は、同一農場で飼養されている能力の高い牛群では、BLV 感染牛の
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方が乳量が多かったと報告しており、Motton & Buehring（2003）は BLV genome
を培養乳腺上皮細胞に組み込んだところ、細胞増殖能が高まり、細胞寿命が延び
たと報告している。さらに最近、Abdalla ら（2016）が、ゲノムワイド解析とパ
スウエイ解析による網羅的遺伝子解析を行い、BLV 感染と乳量には正の相関が
あると報告している。これらの報告は、今回、感染牛群において非感染牛群より
タンパク質合成機能に関わる遺伝子の発現が亢進していたことと矛盾せず、BLV
感染がカゼイン合成などの泌乳機能を活性化している可能性も考えられた。 
ところで、2009 年にウシゲノムが解読され、ゲノム上に多数存在する single-
nucleotide polymorphisms（SNP）型値と関連がある SNP を同定する「全ゲノム関
連解析」がウシにおいても可能となった。ホルスタイン種においては、不妊に関
連する SNP が第 1,5,8 番染色体に発見され、主要な種雄牛のなかにキャリアが発
見された（VanRanden et al.. 2011）。また Sugimoto ら（2013）は、ホルスタイン
受胎率関連 SNP を探索し、CTTNMP2NL などに存在する SNP がウシ受胎率と関
連することを報告している。このように、家畜育種の分野では、最新の遺伝子情
報を利用したゲノム育種が導入され、泌乳能力だけではなく、疾病や繁殖性に関
する形質の遺伝的改良にも応用されはじめている。今回得られた知見を、今後、
ゲノム育種に応用し、牛白血病の感染や発症制御に関する遺伝的改良がすすめば、
新たな牛白血病として画期的なものとなる。 
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小   括 
 
感染農場における非感染牛と感染牛群間の RNA-seq による網羅的遺伝子解析
の結果、感染牛群においては 細胞増殖やタンパク質合成に関連する多く遺伝子
の発現量が亢進し、非感染牛群では免疫に関連するより多くの遺伝子の発現が亢
進していた。RNA-seq の結果をもとに、牛白血病の感染／発症に関連すると考え
られる 10 の候補遺伝子を選定し、未感染、非感染、LPV、HPV、発症の 5 牛群
について、血液中 RNA における発現遺伝子および発現量をリアルタイム PCR 解
析により検証した。 
その結果、非感染、感染、発症各牛群の血液中 RNA における発現遺伝子・発
現量に差が認められ、10 の候補遺伝子は、次の４グループに大別された。 
 A：発症牛群で亢進   EIF3E、PDCD1 
B：発症・感染牛群で亢進   CDKL4 、MS4A1、 CXCL10 
C：非感染牛群で亢進、感染・発症牛群で抑制  TGFBI、CFD、 CD4 
D：変化なし    CD28 、ANXA2 
さらに、RNA-seqにおいて非感染牛群で亢進していた遺伝子群に着目し、Pathway 
解析を行った結果、T cell receptor signaling pathway や Complement cascades など
自然免疫に関連するPathwayで高発現遺伝子が多く認められることが判明した。  
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表 3-1 リアルタイム PCR に用いた 10 候補遺伝子のプライマー配列 
 感染／発症状況の異なる 5 牛群の血液から抽出した RNA について、cDNA に
変換した後、Thunderbird SYBT qPCR Mix Kit（Toyobo）で、10 候補遺伝子につ
いてリアルタイム PCR 解析を行った。使用した各遺伝子のプライマー配列を表
に示した。各サンプル中の mRNA 発現量は、内部標準として、GAPDH を用い、
Comparative CT法で解析した。 
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表 3-2 RNA-seq による遺伝子解析結果（感染牛＞非感染牛） 
 感染農場における健康なホルスタイン種乳牛のうち、感染牛および非感染牛の
末梢血から RNA を抽出し、RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行った。両者に
は臨床的に違いがなかったが、血液中 RNA における発現遺伝子、発現量には大
きな違いが認められた。感染牛で 2 倍以上高発現していた 699 遺伝子のうち変
動量の大きかった上位 20 遺伝子を示した。 
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表 3-3 RNA-seq による遺伝子解析結果（感染牛＞非感染牛） 
 RNA-seq において、感染牛群で非感染牛群より 2 倍以上高発現していた遺伝
子について KEGG pathway 解析を行った結果、細胞増殖やタンパク質合成に
関連する Pathway （■）で多くの高発現遺伝子が認められた。 
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表 3-4 RNA-seq による遺伝子解析結果（感染牛＜非感染牛） 
 RNA-seq の結果、非感染牛群で感染牛群より 2 倍以上高発現していた 877 遺
伝子のうち、変動量の多い上位 20 遺伝子を示した。 
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表 3-5 RNA-seq による遺伝子解析結果（感染牛＜非感染牛） 
 RNA-seq の結果、非感染牛群で感染牛群より 2 倍以上発現量が高かった遺伝
子について、KEGG pathway 解析を行った結果、免疫に関連する Pathway（■）
で多くの高発現遺伝子が認められた。 
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old change:RNA-seq における感染牛>非感染牛の Log.2 fold change 
 
 
 
表 3-6 牛白血病に関連する候補遺伝子の選定 
 感染／非感染牛における RNA-seq 解析の結果から、牛白血病感染／発症に
関連すると考えられる 10 遺伝子（候補遺伝子）を選択し、感染／発症状況の
異なる 5 群のホルスタイン種経産牛の血液から抽出した RNA における発現遺
伝子、発現量についてリアルタイム PCR 解析を行った。赤字は細胞増殖やタン
パク質合成に関連する遺伝子、青字は免疫に関連する遺伝子、紫字は免疫抑制
に関連する遺伝子を示した。 
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図 3-1 牛白血病関連遺伝子の探索の流れ 
  牛白血病関連遺伝子の探索は次の手順で実施した。まず、 健康なホルスタイ
ン種乳牛 4 群 ①未感染：清浄農場の未感染牛 ②非感染：感染農場の非感染牛 
③LPV：低プロウイルス量感染牛 ④HPV：高プロウイルス量感染牛および⑤EBL
発症牛の 5 牛群から採血し、血液中 RNA を抽出した。この抽出 RNA について
RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行い、その結果に基づき、候補遺伝子を選定
した。 次に、リアルタイム PCR により各牛群における発現遺伝子、発現量を解
析し、発現量が変動していた遺伝子（群）について Pathway 解析を行った。 
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図 3-2 各候補遺伝子の感染／発症状況の異なる 5 牛群における発現量比較 
 10の候補遺伝子（赤：細胞増殖、タンパク質合成、青：免疫、紫：免疫抑制）を選定し、①
未感染□ ②非感染■ ③LPV■ ④HPV■ ⑤発症■の5牛群の血液から抽出RNAにおけるそれ
ぞれの発現量についてリアルタイムPCR解析を行った。発現量は未感染牛群平均値を１として
その比で表し、非感染牛群との間で有意差の認められたものに*を付した。その結果、10の候
補遺伝子は次の４グルー プに大別された。A：発症牛群で亢進（EIF3E、PDCD1）B：発症・感
染牛群で亢進（CDKL4 、MS4A1、CXCL10）、C：非感染牛群で亢進、感染・発症牛群で抑制
（TGFBI、CFD、CD4）、D：変化なし（CD28 、ANXA2） 
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図 3-3 非感染牛で亢進していた遺伝子の Pathway 解析 
  感染／非感染牛群における RNA-seq の結果、非感染群で 2 倍以上発現量が
高かった 877genes（ ）について Pathway 解析を実施した。 
 その結果、A: T cell receptor signaling pathway や、 B:: Complement cascade など
自然免疫に関連する Pathway において、多くの高発現遺伝子が認められた。 
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図  3-4  まとめ 
牛白血病に関連する遺伝子を細胞遺伝学の手法を用いて探索したところ、非感
染牛、感染牛、発症牛群の間で、発現遺伝子やその発現量に違いが認められた。 
発症牛群では、細胞増殖やタンパク質合成に関連する遺伝子が亢進している一
方、免疫関連遺伝子の発現が抑制され、他の健康群と明確に区分された。非感染
牛では、T 細胞や補体系遺伝子群などの免疫に関連する遺伝子群が高値を示し、
Pathway解析では自然免疫に関わる多くの遺伝子群の発現が亢進していることが
明らかとなった。 
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総 括 
 
本研究は、2004 年に施行された牛個体識別番号（ID）を基に、10 年間にわ
たり、1 万頭のホルスタイン種乳牛を出生からと畜まで追跡し、牛白血病に関
する疫学調査情報、血統情報と関連づけ、さらに最新の統計遺伝学的解析と細
胞遺伝学的解析を組み合わせたものである。 
今回の研究は、神奈川県という比較的狭い一地域を対象に実施したものであ
るが、牛白血病発生の年次推移、農場および個体の BLV 抗体陽性率、と畜検
査における牛白血病検出率、ホルスタイン種乳牛の廃用年齢、種雄牛の供用状
況は、いずれも全国における報告と相同性が高く（P < 0.01）、全国のホルスタ
イン種乳牛の実態を反映していた。 
これまで、EBL 発症牛は眼球突出や体表リンパ節の腫脹などの臨床症状を呈
し、死に至るといわれていたが、実態としては、生前に臨床症状や血液性状から
EBL 発症すなわち腫瘍病変の有無を診断することは難しく、と畜後にはじめて
発見されるケースがほとんどであった。さらに、今回、ホルスタイン種乳牛を 10
年間、追跡調査した結果、EBL 発症牛はすべてと畜後の検査で発見されたもので
あり、その発症率は 1％と低かった。すなわち、99％のホルスタイン種乳牛は生
涯発症せず、牛白血病発症制御に関して高い自然抵抗性を保有することを示した。
さらに、農場段階における疫学調査の結果、成牛では、BLV 感染率、血液中 BLV
プロウイルス量、EBL 発症率に加齢による差は認められず、感染農場において、
長期間 BLV に曝露されても感染しない非感染牛が存在していた。 
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今回、非感染牛と感染牛について、RNA-seq による網羅的遺伝子解析を行った
結果、両者には臨床的に全く差が認められないにも関わらず、発現遺伝子、その
発現量には大きな差が認められ、非感染牛では、自然免疫に関わる多くの遺伝子
群の発現が亢進していることを明らかとした。またリアルタイム PCR の結果か
らも、非感染牛、感染牛、発症牛群の間で、発現遺伝子やその発現量に違いが認
められ、非感染牛では、自然免疫に関わる多くの遺伝子群の発現が亢進していた。 
一方、発症牛群では、細胞増殖やタンパク質合成に関連する遺伝子が亢進し、
免疫関連遺伝子の発現が抑制されており、他の健康群と明確に区分された。特に、
EIF3E は他の健康群より発現量が著しく高くなっていた。この EIF3E は細胞増殖
に関連する遺伝子であり、EBL 発症牛では腫瘍病変部でリンパ球様細胞の著し
い増殖が認められることと符合し、細胞増殖に関する調節機能の破綻を反映して
いるものと推察された。今回、EIF3E の高発現は、発症牛群で特異的に認められ
たことから、今後、発症牛のマーカーとして利用できる可能性が示された。また、
免疫抑制に関与するとされる PDCD1 は発現量が亢進し、TGFBI、CFD、CD4 な
ど免疫関連遺伝子の発現が抑制されていた。このことは、Ikebuchi ら（2013）の
報告と一致し、発症牛では免疫疲弊がおこり、免疫機能が低下していることが伺
われた。 
これまで一時点の調査から、加齢とともに BLV 感染率が上昇（Murakami et al., 
2013）すること、病態が進行して血液中プロウイルス量が増加する（Jimba et al., 
2010）と考えられていた。しかしながら 10 年間にわたり 1 万頭の牛群を追跡し、
各個体の年齢と疫学検査成績を統合したところ、感染率は 2 歳から 3 歳にかけ
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て大幅に上昇するが、2 歳までの牛群や 3 歳以上の牛群では加齢とともに BLV
感染率が上昇することはなかった。また、病態の進行とともに血液中プロウイル
ス量が増加することも認められなかった。 
 さて、今回、ホルスタイン種乳牛の血統と EBL 発症情報を関連づけ、娘牛
群の成績から種雄牛の牛白血病制御に関する遺伝的能力を検証した。その結果、
牛白血病の感染／発症に関する遺伝率を 0.19 と推定するとともに、多用されて
いる種雄牛に発症子孫牛のいない血統を特定し、牛白血病発症に関する高い制御
能力が世代を超えて継承されていることを示した。血統登録制度、牛群検定は現
在も継続しており、フィールドの成績が蓄積されている。今後、牛白血病発症に
関する情報を関連づけ、例数を重ねることができれば、より多くの牛白血病制御
能力をもつ種雄牛を特定することが可能であると考える。その高い遺伝的能力は
子孫牛に継承されており、上記のような細胞遺伝学的手法を応用して、牛白血病
の制御に関する遺伝子（群）を特定しゲノム育種につなげることが期待できる。 
今後、これらの知見を活用し、牛白血病発症の制御に関して高い遺伝的能力を
持つ血統を選抜し、遺伝的改良をすすめることができれば、新たな牛白血病対策
として画期的なものとなる。 
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